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Neue wirkstoffhaltige M&ropartikel, diese enthaltende Mittel, dercn Verwendnng 
zur ultraschallgesteuerten Freisetzung von Wirkstoffen 
sowie Verfahren zu deren Herstellung 

5 Die Erfindung betrifft den in den Patenranspriichen gekennzeichneten Gegenstand, das 
beiBt neue wirkstoffhaltige Mikropartikel, die zusatzlich rum (zu den) Wirkstoff(ea) 
mindestens ein Gas bzw. eine gasfonnige Phase enthalten, diese Partikel enthaltende 
Mitte! (mikropartikulare Systeme), deren Verwendung zur ultraschallgesteuerten in 
vivo Wirkstoff-Freisetzung, zur ultraschallunterstQtzten Zellinkoiporation von 

10 Wirkstoffen (Sonoporation) sowie Verfahren zur Herstellung der Partikel und Mittel. 

Mikropartikulare Systeme zur kontrollierten Wirkstofffreigabe gibt es schon sek vielen 
Jahren. Eine Vielzahl an moglichen Hullsubstanzen und Wirkstoffen ttfit sich hierzu 
verwenden. Ebenso gibt es eine ganze Reihe unterschiedlicher Herstellungs verfahren. 
Zusammenstellungen uber die verwendeten HOUsubstanzen und Herstelhingsverfahren 
finden sich Z.B. bei: M. Bornschein, P. Melegari, C Bismarck, S. Keipcrt: Mikro- 
und Nanopartikeln als Arzneistofftrigersysteme unter besonderer Berflcksichtigung der 
HersteUungsmethoden, Phannazie 44 (1989) 585-593 und M. Chasin, R. Langer 
(eds.): Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems, Marcel Dekker, New 
York, 1990. 

Die Freisetzung von Wirkstoffen aus mikropartikulSren Systemen beruht Oberwiegend 
auf Diffusions- Oder Erosionsprozessen [vgl. C. Washington: Drug release from 
microdisperse systems: A critical review, Int. J. Phann. 5fi (1990) 1-12 und J. Heller: 
Bioerodible Systems, in: R.S. Langer, D.L. Wice (eds.): Medical applications of 
controlled release Vol. 1, CRC Press, Florida, 1984, p. 69-101]. 

Diese Prinzipien sind jedoch mit dem Nachteil behaftet, dafl die zeitliche Steuerbarkeit 
der Wirkstofffreisetzung aus mikrodispersen Systemen in vivo auf die Geschwindigkeit 
des Erosionsprozesses und/oder Diffusionsprozesses begrenzt ist und nach Applikation 
nicht weiter beeinftufit werden kann. 

Die bislang bekannten Konzepce zur firtlichen Steuerung der Wirkstofffreisetzung in 
vivo aus mikropartikuiaren Systemen beruhen fast ausschliefllich entweder auf unspezi- 
fischen Anreicherungen der mikropartikuiaren Wirkstofftriger in bestimmten Zielorga- 
nen wie Leber und Milz oder auf Maflnahmen zur gezielten Verinderang der 
Organverteihing in vivo nach Applikation durch die VerSnderung der 
Oberfllcheneigenschaften der mikropartikuiaren Systeme mit Hilfe von Tensiden oder 
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spezifitatsvennittelnden Stoffen wie z.B. Antikorpcrn [vgl.: R.H. Muller: Colloidal 
carriers for controlled dmg delivery - Modification, characterization and in vivo 
distribution Kiel, 1989; S. D. Troster, U. MOller, J. Kreuter: Modification of the 
biodistribution of poly(methylmethacrylate) nanoparticles in rats by coating with 
5 surfactants, Int. J. Phann. fil (1991), 85-100; S.S. Davis, L. Ilium, J.G. Mcvie, *4 
E. Tomlinson (eds.): Microspheres and drug therapy, Elsevier science publishers 
B.V., 1984 und H. Tsuji, S. Osaka, H. Kiwada: Targeting of liposomes surface- 
modified with glycyrrhizin to the liver, Chem, Pharm. Bull. 22 (1991) 1004-1008]. 
Alle diese Verfahren bieten daruber hinaus jedoch keine weitere MSglichkeit den On 
10 der Wirkstofffreisetzung nach Application aktiv zu beeinflussen. Des weiteren ist es 
nicht moglich, das AusmaB und die Geschwindigkeit der Wirkstofffreigabe nach 
Applikation zu beeinflussen. 

Erste Versuche, aktiv den Ort der Wirkstofffreisetzung zu beeinflussen, beruhen auf 
IS der Mogiichkeit, vorhandene, bzw. induzierte pH- Oder Temperaturdifferenzen zur 
Freisetzung zu benutzen [vgl.: H. Hazemoto, M. Harada, N. Kamatsubara, M. ff^g a, 
Y. Kato: PH-sensitive liposomes composed of phosphatidyl-ethanolamine and fatty 
acid, Chem. Pharm. Bull. 28 (1990) 748-751 und J.N. Weinstein, R.L. Magin, 
M.B. Gatwin, D.S. Zaharko: Liposomes and local hyperthermia, Science 204 (1979) 
20 188-191]. Diese Methoden sind jedoch mit dem Nachteil behaftet, dafl sie entweder 
begrenzt sind auf Fille wo die erfbrderlichen Temperatur- bzw. pH-Differenzen 
bereits vorliegen (z.B. im Tumorgewebe) oder die entsprechenden zur Freisetzung 
erforderlichen Parameter nur durch aufwendige, z.T. invasive MaBnahmen 
herbeigefiihrt werden mOsseiL Dariiber hinaus ist im letzteren Fall die drdiche 
25 Auflfisung gering. 

Ein weiteres bekanntes Verfahren, den Ort der Wirkstofffreisetzung zu beeinflussen, 
besteht in der Verwendung von Mikropartikeln, die durch in den Partikeln verkapselte 
Ferrofluide fiber Suflerlich angelegte Magnetfelder innerhalb bestimmter 

30 Kdrpersegmente anreicherbar sind [K.J. Widder, A.E. Senyei: Magnetic 

microspheres: A vehicle for selective targeting of drugs, Phannac. Ther. 2Q (1983) 
377-395]. Die Verwendung derartiger Mikropartikel erfbrdert allerdings die 
gleichzeitige gezielte Anwendung starker, fokussierbarer Magnetfelder. Magnete, die 
derartige Felder erzeugen, sind jedoch in der Medizin wenig verbreiteL Desweheren 

35 laBt sich die Geschwindigkeit der Wirkstofffreigabe auf diese Weise nicht 
beeinflussen. 
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In dcr U.S. Patentschrift 4,657,543 wird ein Verfahren beschrieben, bei dem die 
Freisetzung durch Ultraschalleinwirkung auf wirkstoffhaltige Polymerbidcke 
hervorgerufen wird. Dicser Effekt bcniht im wesentlichen auf einer verstfrkten 
Erosion des Polymers unter Schalleinwirkung. Der Nachceil dieses Verfahrens ist, dafl 
5 es nur fur ortsfeste Implantate geeignet ist. Fiir deutliche Effekte ist zudem die 

Verwendung sehr hoher Schalldriicke oder von Dauerschallsignalen notwendig, die zur 
Gewebeschadigung fuhren konnen. 

In der WO 92/22298 werden Liposomen beschrieben, die sich durch Einstrahlung von 
10 Ultraschall, der im Bereich der Resonanzfrequenz der MikroblSschen liegt, zerstSren 
lassen. Dabei tritt der verkapselte Wirkstoff aus. Die Resonanzfrequenz wird mit ca. 
7,5 MHz angegeben. Diagnostischer Ultraschall derart hoher Frequenz weist jedoch 
aufgrund der hohen Absorption durch Korpergewebe nur eine geringe Eindringtiefe 
(wenige Zentimetcr) auf. Die beschriebenen Liposomen sind deshalb nur fQr die 
15 Freisetzung von Wirkstoffen in oberflichexmahen Gebieten des KQrpers geeignet. 

Bei der Verwendung von NukleinsSuren als Wirkstoffe werden in der Literarur zwei 
Systeme basierend auf viralen Vektoren bzw. nicht-virale Vektoren beschriebeiL In 
vivo werden derzeit als virale Vektoren Retro-, Adeno- und Herpesviren (bzw. deren 

20 Rekombinanten) und als nicht-virale Vektoren Liposomen und Liganden 

zelloberflachenspezifischer Rezeptoren untersucht (G.Y. Wu & C. H. Wu: Delivery 
systems for gene therapy, Biotherapy, 3 (1991) 87-95 und F. D. Ledley: Are 
contemporary methods for somatic gene therapy suitable for clinical applications?, 
Clin Invest Med 16 (1) (1993) 78-88. 

25 Erste Untersuchungen zur Verwendung der Gentherapie beim Menschen konzenrrieren 
sich auf genetisch bedingte Erkrankungen wie z. B. alpha-l-Antitrypsinmangel v 
zystische Fibrose, Adenosindesaminasemangel und maligner Tumoren wie z. B. 
Melanome, Mammatumore und Tnt^gTiTi a 1 V a r y^"ftTn^ 

Bislang sind jedoch keine Vektoren bekannt, die sowohl eine raumliche als auch 
30 zeidiche Steuerung der Freisetzung von Nukleins&uren enndglichen. 

Es besteht daher fQr vielfiltige Zwecke weiterhin ein Bedarf an gezielt applizierbaien 
Fonnnlienmgen, die die genannten Nachteile des Standes der Technik flberwinden, 
d.h. bei denen sowohl der On und Zeitpunkt der WirkstofSreisetzung als auch die 
35 Menge der abgegebenen Substanz, gezielt durch einfache, nicht invasive Mafinahmen 
gesteuert werden kann. Die Formulierungen sollten danlber hinaus eine hohe 
Stability insbesondere in Hinblick auf mechanische EinflQsse, aufweisen. 
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Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, derartige Fonnulienmgcn zur Verfii- 
* gung zu stellen, sowie Verfahrcn zu ihrer Herstellung zu schaffen. 

Diesc Aufgabe wird ciurch die Erfindung gelfist. 

5 

Es wurde gefunden, dafi bei mikropartikularen Systemen, die zusammengesetzt sind 
aus einem pharmazeutisch vertraglichen Suspensionsmedium und Mikropartikeln, die 
aus einer bioabbaubaren Hulle und einem gas- und wirkstoffhaltigen Kern bestehen, 
uberraschenderweise bei der Bestrahlung mit diagnostischen Ultraschallwellen in 
10 einem Frequenzbereich der unterhalb der Resonanzfrequenz der Partikel liegt, die 
Hulle dieser Partikel zersrort wird und so der (die) verkapselte(n) Wirkstoff(e) gezielt 
freigesetzt wird (werden). 

Die Erfindung betrifft somit neue wiricstoffhaltige Mikropartikel, die neben dem Wirk- 
stoff ein Gas, eine gasformige Phase oder Gasgemische enthalten, sowie 
mikropartikulare Systeme bestehend aus den erfindungsgemifien Mikropartikeln sowie 
einem pharmazeutisch vertraglichen Suspensionsmedium. 

Die Partikel weisen eine Dichte kleiner als 0,8 g/cm 3 , bevorzugt kleiner als 0,6 g/cm* 
auf und haben eine GroBe im Bereich von 0,1-8 /xm, vorzugsweise 0,3 * 7 f tm Tm 
Falle von verkapselten Zellen betrigt die bevorzugte Partikelgrdfle 5-10 pm. Aufgrund 
der geringen Gr6fle verteilen sie sich nach i.v. Injektion innerhalb des gesamten 
Gefaflsystems. Unter SichtkontrpUe auf dem Monitor ernes diagnostischen Ultra- 
schallgerates kaxm dann durch Ixxtensivierung des Schallsignals eine vom Anwender 
gesteuerte Freisetzung der enthaltenen Stoffe herbeigefilhn werden, wobei die zur 
Freisetzung erforderliche Frequenz unterhalb der Resonanzfrequenz der Mikropartikel 
liegt. Geeignete Frequenzen liegen im Bereich von 1 - 6 MHz, bevorzugt zwischen 1,5 
und 5 MHz. 

Dadurch ist erstmalig innerhalb des gesamten Kdipers eine kombinierte Steuenmg der 
W irks tofffizigaberate und des WirkstofHreigabeortes durch den Anwender mfiglich. 
Diese Freisetzung, durch Zemfinmg der Panikelhillle, ist flbexraschenderweise «nich 
mit Ultraschallfirequenzen weit unterhalb der Resonanzfrequenz der Mikrobl&schen mit 
in der medizinischen Diagnostik Qblichen Schalldnicken mfiglich, ohne dafl es zu einer 
Erwirmung des Gewebes kommt. Dieses ist besonderes deswegen bemerkenswert, 
weil auf Gxund der groBen mechanischen Stability der PartikelhflUe - wie sie z.B. in 
Hinblick auf Lagerstabilitat von Voneil ist - eine ZerstSrang der Hille mit relativ 
energieanner Scrahlung nicht zu erwarten war. 
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Die Wirkstofffreigabe kann aufgrund des hohcn Gasanteils der Partikel und der damit 
verbundenen Echogenitit, in vivo uber die Abnahme des empftngenen 
Ultraschallsignals komrolliert werden. 

5 

Weiterhin wurde gefunden, daB bei Anwendung erfindungsgemafler mikroparcikulirer 
Systeme ein verbesserter Transfer von Wirkstoffen in die Zellen erzielt werden kann 
(Sonoporation). 

10 Aufierdem wurde gefunden, daB die axis den erfindungsgemaflen mikropartikularen 
Systemen freigesetzten Wirkstoffe im Vergleich zu dem rtinen Wirkstoff ilberraschen- 
derweise eine erfaohte phannakologische Wirksamkeit zeigen. 

Die erfindungsgemaflen mikropartikularen Systeme sind aufgrund ihrer Eigenschaften 
15 fflr eine gezielte Freisetzung von Wirkstoffen und deren erhohten Transfer in die Zid- 
zellen unter Einwirkung von diagnostischem Ultraschall geeignet 

Als HOllmateriaiien filr die Gas/Wirkstoff enthaltenden Mikropartikei eignen sich prin- 
zipiell alle biologisch abbaubaren und physiologisch vertrtgiichen Materialien, wie 

20 z.B. Proteine wie Albumin, Gelatine, Fibrinogen, Collagen sowie deren Derivate wie 
z.B. succinylierte Gelatine, quervenetzte Polypeptide, Umsetzungsprodukte von 
Proteinen mit Polyethy lenglykol (z.B . mit Poiyethylenglykol konjugiertes Albumin), 
Starke oder Starkederivate, Chitin, Chitosan, Pektin, biologisch abbaubare 
synthetische Polymere wie PolymilchsSure, Copolymere aus Milchsaure und 

25 Glykolslure, Polycyanoacryiate, Polyester, Polyamide, Polycarbonate, 

Polyphosphazene, PolyaminosSuren, Poty-e-caprolacton sowie Copolymere aus 
Milchsaure und e-Caprolacton und deren Gemische. Besonders geeignet sind Albumin, 
PolymilchsSure, Copolymere aus Milchsiure und Glykolslure, Polycyanoacryiate, 
Polyester, Polycarbonate, PoIyaminosSuren, Poly-e-caprolacton sowie Copolymere aus 

30 Milchsaure und e-Caprolacton. 

Das (die) eingeschlossene(n) Gas(e) kdnnen beliebig gewShlt werden, wobei jedocb 
physiologisch unbedenkliche Gase wie Luft, StickstofF, Sauerstoff, Edelgase, haloge- 
nierte Kohlenwasserstoffe, SF$ oder deren Gemische bevorzugt sind. Ebcnfalls geeig- 
35 net sind Ammoniak, Kohlendioxid sowie dampffSrmige Fldssigkeiten, wie z.B. 
Wasserdampf oder niedrigsiedende FlOssigkeiten (Siedepunkt < 37 °Q. 
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Der pharmazeutische Wirkstoff kann ebenfells bciiebig gewahlt werden. Als Beispiele 
seien genannt Arzneistoffe, Toxine, Vircn, Virusbestandteile, Bestandteile von 
bataeriologischen Zellwanden, Peptide wie z.B.Endothelin, Proteine, Glycoproteine, 
Hormone, IQsliche Botenstoffe, Farbstoffe, Komplement Komponenten, Adjuvantien, 
5 trombolytische Agenrien, tumornekrose Faktoren, Zytokine (wie z.B. Inrerleukme, 
koloniestimulierende Faktoren wie GM-CSF, M-CSF, G-CSF) und/oder 
Prostaglandins Die erfindungsgemaflen Mikropartikeln eignen sich insbesondere zur 
Verkapselung von Nukleinsauren, ganzen Zellen und/oder Zellbestandteilen, die (z.B. 
bei der Gentherapie) im Zielorgan mittels Ultraschall freigesetzt werden sollen. 

0 

Der Begriff phannazeutiscber Wirkstoff schlieflt sowohl die natflrlichen, als auch die 
synthetiscb oder gentechnologisch hergestellten Wiricstoffe ein. 



Bevoraigt werden pharmazeutische Wiricstoffe verwendet, deren applizierte Dosis (bei 
15 bolusf5nniger Injektion) 100 mg pro Anwendung nicht flbersteigt Dabei ist zu 
berucksichtigen, daB bei den erfindungsgemaflen mikropartikularen Systemen, wie 
zuvor bescbrieben, eine ErhGhung der phannakologischen Wirksamkeit erreicht wird, 
wobei in verschiedenen Fallen eine Wirkungsverstarkung beobachtet werden kann, 
wodurch die erfindungsgemaflen mikropartikularen Systeme auch fQr Wirkstoffe 
20 einsetzbar sind, die auf konventionellem Wege im Bolus hoher als 100 mg pro Anwen- 
dung dosiert werden mussen. 

Sind noch hohere Dosierungen erforderlicb, so empfiehlt es sich die Mittel fiber einen 
langeren Zehraum als Infusionslfisung zu verabreichen 

25 

Obgleich es uber die genanmen Limitienmgen hinaus keine weiteren Einschrankungen 
gibt, konnen die erfindungsgemaflen mikropartikularen Systeme besonders dort mit 
Vorteil eingesetzt werden, wo es aufgrund einer geringen in vivo Lebensdauer des 
Wirkstoffe in freier Form nicht oder nur in beschrinktem Ausmafl mfiglich ist, das 
30 Zielorgan zu erreichen, ohne daB zuvor Zersetzung des Wiricstoffe eingetreten ist. Zu 
derartigen Wirkstoffen zihlen verschiedene Hormone, Peptide, Proteine, Zellen und 
deren Bestandteile so wie Nukleinsauren. 

Ein Verfahren zur Hersteihing der erfindungsgemaflen Mikropartikel bestebt darin, 
35 dafl zunachst in an sich bekannter Weise (DE 38 03 972, WO 93/00933, 
EP 0 514 790 f WO 92/17213, US 5,147,631, WO 91/12823, EP 0 048 745) 
gasgeffllite Mikropartikel hergestellt werden. ErfindungsgemaB werden diese Harm mit 
in aberkritischen Gasen geldsten Wirkstoffen befullt Dazu werden die mit geeigneten 
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Verfahren getrockneten (z.B. Gefriertrockming) gashaltigen Mikropartikel mh einer ' 
Losung des Wirkstoffs in eincm uberkritischen Gas in einem Autoklaven behandeit. 
ZweckmiBigerweise verfahrt man, indem Wirkstoff und gasgefullter Mikropartikel 
gemeinsam in eincm Autoklaven vorgelegt werden und dieser anschlieBend mit dem 
5 uberkritischen Gas oder Gasgemisch befifflt wird. Als tlberkritische Gase eignen sich 
je nach Wirkstoff alle Gase, die in einen uberkritischen Zustand uberfuhrt werden 
kdnnen, insbesondere jedoch uberkritisches Kohlendioxid, uberkridscher Stickstoff, 
ubericritischer Ammoniak sowie uberkritsche Edelgase. Nach der Behandlung der 
Mikropartikel mit der LSsung des Wirkstoffs im uberkritischcn Gas oder Gasgemisch 
10 wird der uberschussige Wirkstoff an der aufleren OberflSche der Mikropartikel falls 
erforderlich durch Waschen der Mikropartikel in einem geeigneten Medium entferm 
und die so gereinigten Partikel gewunschtenfalls gefriergetrocknet. Dieses Verfahren 
ist fir alle Wirkstoffe geeignet, die sich in Oberkritischen Gasen oder Gasgemischen 
Iosen, wie z.B. Peptide oder lipophile Arzneistoffe . 

15 

Ein alternatives Verfahren, das sich insbesondere zur Verkapselung von Wirkstoffen 
die in uberkritischen Gasen oder Gasgemischen unldslich sind (wie z.B. Proteins, 
zuckerhaltige Verbindungen), eignet, beruht auf der Verkapselung einer 
wirkstoffhaltigen waflrigen Phase mittels einer Mehrfachemulsion. Als besonders 

20 geeignet haben sich Wasser/ OlAVasser (W/0/W>Enmlsionen erwiesen. Dazu wird das 
Hull material in einem geeigneten organischen Lfisungsmittel, das nicht in Wasser 
Ioslich ist, in einer Konzentration von 0,01 - 20 % (m/V) gel6st. In diese Lfisung wird 
eine wafirige L6sung des zu verkapselnden Wirkstoffs so emulgiert, dafl eine Emulsion 
vom Typ W/O entsteht. Beide LSsungen konnen zusltzlich Hilfsstoffe wie 

25 Emulgatoren enthalten. Bevorzugt ist es jedoch, aus Griinden der im allgemeinen 
begrenzten biologischen Vertrtglichkeit von Emulgatoren, auf diese weitgehend zu 
verzichten. Als vorteilhaft ha es sich erwiesen, der izmeren wiBrigen Phase 
pharmazeutisch akzeptabie Quasiemulgatoren wie z.B. Polyvinylalkohol, 
Polyvinylpyrrolidon, Gelatine, Albumin oder Dextrane im Konzentrationsbereich von 

30 0,1 bis 25 % zuzusetzext Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, in der inneren 
wSBrigen Phase, gegebenenfalls zusi t zli c h zu den anderen verwendeten Hilfsstoffen, 
0,1 - 20 % (m/V) eines gut wasserldslichen pharmazeutisch akzeptablen Salzes oder 
Zuckers oder ZuckeraDcohols, wie z.B. Natriumchlorid, Galaktose, Mannxtol, 
Laktose, Saccharose, Glukose, Natriumhydrogenphosphat zu 16sen. Es kann auBerdem 

35 voneilhaft sein, die innere waBrige Phase vqr der Emulgierung mit der verwendeten 
organischen Phase zu sittigen. Die hergestellte Emulsion vom Typ W/O solite eine 
mittlere TropfchengrdBe der inneren Phase von ca. 0,1 bis 10 pm aufweisen. Diese 
Emulsion wird unter Mhren in das mindestens gleiche Volumen einer waBrigen 
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Lasung eines Emulgators oder Quasiemulgaton gegeben. Das organischc 
Losungsmittei wird unter Ruhren durch geeignete Verfahren (solvent evaporation) 
wieder entfernt. Die erhaitenen wassergefullten Mikropartikel werden 
erforderiichenfalls gewaschen und anschliefiend so getrocknet, dafl die innere 
5 - Wasserphase ohne Zerstorang der Mikropatikel entfernt wird. Grundsatzlich geeignete 
Trodcnungsverfahren sind die Gefriertrocknung und die Spriihtrocknung. Bevorzugt 
ist die Gefriertrocknung. Dazu wird in der Suspension der Mikropartikel ein 
geriistbildender Hilfsstoff wie z.B. Zucker, Zuckeralkohole, Gelatine, Gelatine- 
Derivate, Albumin, Aminosauren, Polyvinylpyrrolidon, Polyvinylalkohol in einer 

10 Konzentration von ca. 0,5 - 20 % (m/V) gelSst. Die Suspension wird anschlieflend bei 
moglichst tiefen Temperaturen, bevorzugt unrerhalb ca. -30 °C eingefrortn und dam 
gefriergetrocknet Nach der Gefriertocknung und Redispergienmg in einem geeigneten 
Suspensionsmedium, iassen sich die entstandenen gashaltigen Mikropartikel der 
erforderlichen Dichte durch Rotation oder Zemrifugation, von eventuell eben&Us 

15 vorhandenen soliden oder immer nocfa wassergefullten Mikropartikeln abtrennen und 
falls erforderlich, moglichst unter Zusatz von GerOstbildnem, erneut gefriertrocknen. 
Die Mikropartikel enthalten dann den verkapselten WirkstofF und Gas taw. 
gasformige Phase nebeneinander. 



20 Die Hersteilung der erfindungsgemaBen mikropartikuiaren Systeme aus den nach den 
vorbeschriebenen Verfahren hergesteUten Partikel erfoigt durch Resuspendieren der 
Partikel in einem phannazeutisch vertrSglichen Suspensionsmedium. Das Resuspendie- 
ren in einem geeigneten Medium kann sich unmittelbar an den letzten 
Verfahrensschritt (die Gefriertrocknung) anschlieflen, kann aber gewQnschtenfalls Mi ch 

25 erst durch den behandelnden Arzt vor der Anwendung erfblgen. 

In letzterem Fall liegen die erfindungsgemSflen mikropartikuiaren Systeme als ein Kit, 
bestehend aus einem ersten die Partikel enthaltenden BeMlter und einem zweiten das 
Suspensionsmedium enthaltenden Behalter, vor. Die GrfiBe des ersten BehSlters ist so 
zu wihlen, dafl auch das Suspensionsmedium in diesem volls&ndig Platz findet. So 

30 kann z.B. mittels einer Spritze tiber eine im VerschluB des ersten BehSlters befindliche 
Membran, das Suspensionsmedium vollstlndig zu den Partikeln gegeben werden und 
durch anschliefiendes Schiitteln die injektionsfertige Suspension hergestellt werden. 
Als Suspensionsmedien kommen alle dem Fachmann bekamxten injizierbaren Medien 
infrage, wie z.B. physioiogische KochsalzlQsung, Wasser p.i. oder 5%ige GlukoseM- 

35 sung. 

Die applizierte Menge richtet sich nach dem jeweilig eingeschlossenen WirkstofF. Als 
orientierender oberer Grenzwert kann ein Wert angenommen werden, wie er auch bei 
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konventioneller Verabreicfaung des jeweiligea Wiikstoffs verwendet werden wtaie. 
Aufgund des wirkungsverstarkenden Effete sowie dcr MfigJichkeh den Wirkstoff 
spezifisch aus den erfiaduagsgemaBea mikropanikularen System freizusetzen, liegt die 
erforderliche Dosis im allgemeinen jedoch unter diesem oberen GreazwerL 

Die nachfolgenden Beispiele dienen der Erliutening des Erfindungsgegenstandes, ohne 
ihn auf diese beschrankea zu wollen. 
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Beispiel 1 • Cbffein-haltige Mikropartikel aus Polycyanacrylat 

Gasgefullte Mikropartikel, die aus Bury Icy anacrylsaure gemafi DE 38 03 972 
hergestellt wurden, werden unter Zusatz von 2 % (m/V) Polyvinylalkohol 
5 gefriergetrocknet. Es werden ca. 3 • 10 9 Partikei in Form des Lyophilisats zusammen 
mit 50 mg Coffein in einen Autoklaven gefullt. Das Gemisch wird bei ca. 45 °C und 
100-120 bar mit Kohlendioxid behandelt Die Entferaung des fcberschfissigen Coffeins 
wird folgendennafien durchgefuhrt: Die dem Autoklaven entnommenen Mikropartikel 
werden in 3 ml Wasser, das 1 % Lutrol F 127 geldst enthalt, resuspendiert. Die 
10 Partikei werden durch Zentrifugation abgetrennt und in 3 ml Wasser, das 

1 7o Lutrol F 127 gelost enthalt, resuspendiert. Die Zentrifugation mit anschlieflender 
Redispergierung in 3 ml Wasser, das 1 % Lutrol F 127 gelfist enthalt, wird solange 
wiederholt, bis im Wasser kein Coffein mehr photometrisch bei 273 nm nachgewiesen 
werden kann. 

is 

Beispiel 2- Fibrinolytische Mikropartikel aus Poly (D,L-Milchs2ure-Glykolsaure) 

2 g Poly (D.L-Milchsaure-Glykolsaure) (50:50) (Resomer RG 503, Boehringer Ingel- 
20 heim) werden in 20 ml CE 2 C\ 2 gelost. 10 mg r t-PA (Gewebsplasminogenaktivator) 

werden in 4 ml einer 4 %igen wSssrigen GelatinelSsung, die zuvor autoklaviert wurde, 
gelost und unter Ruhren mit einem schnellaufenden RQhrwerk zu der organischen 
Phase gegeben. Nach vollstandiger Emulgierung werden 200 ml einer 4 %igen 
autoklavierten Gelatineldsung unter weiterem Rilhren zugegeben. Die Emulsion wird 

25 8 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die entstandenen Partikei werden dutch einen 5 ^cm- 
Filter filtriert, durch Zentrifugation separiert, in 50 ml 4 %iger autoklavierter 
GelatinelSsung resuspendiert, bei -78 °C eingefroren und gefriergetrodcoet Nach 
Resuspendierung werden die gashaltigen Mikropartikel durch Zentrifugation (bei 1000 
Upm, 30 nun) abgetrennL Die gashaltigen Mikropartikel werden in 20 ml Wasser fQr 

30 Injektionszwecke aufgenommen. Sie weisen cine Dichte kleiner als 0,7 g/cm 3 auf. 

Beispiel 3: in vitro Freisetzung von Coffein durch Ultraschall 

33 1 ml einer nach Beispiel 1 zubereiteten Partikelsuspension, mit Wasser venffinnt auf 
eine Konzentration von 10 8 Partikel/ml wird in ein mit 100 ml entgastem Wasser 
gefiilltes Becherglas gegeben. In das Wasser wird ein 3,5 MHz Schallkopf eines 
diagnostischen Ultraschallgerites (HP Sonos 1000) getaucht und die Verinderung des 
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B-Bildes beobachtet. Zunichst wird das Gerat mit einer mittlcrcn Schalleistung 
' (Transmit £ 20 dB) betrieben, wobei deutliche Echos zu erkennen sind. Eine PrQfung 
des partikelfireien Wassers auf Coffein bleibt negativ. WW der Schalldnick erhoht 
(Transmit > 30 dB), verschwinden die Echos. Die FlQssigkeit enthilt mm 
5 nachweisbares freies Coffein, mikroskopisch sind uberwiegend BnichstOcke der 
Mikropartikei zu erkennen und nur noch sehr wenige intakte. 

Beispid 4; in vitro Freiseczung von rekombinantem tissue Plasminogen Aktivator 
10 (r t-PA) (lurch Ultraschail 

1 ml einer nach Beispiel 2 zubereiteten Partikelsuspension, mit Wasser verdunnt auf 
eine Konzentration von 10 8 Partikel/ml wird in ein mit 100 ml entgastem Wasser 
gefiilltes Becherglas gegeben. In das Wasser wird ein 3 ,5 MHz Schalikopf eines 

15 diagnostischen Ultraschallgerates (HP Sonos 1000) getaucht und die Verinderung des 
B-Bildes beobachtet. Zunichst wird das Gerit mit einer geringen Schalleistung 
(Transmit - 10 dB) betrieben, wobei deutliche Echos zu erkennen sind Eine Prfifung 
des partikelfreien Wassers auf r t-PA bleibt negativ. Wird der Schalldnick erhfihi 
(Transmit > 30 dB), verschwinden die Echos. Die FlQssigkeit ™rhzu ^ 

20 nachweisbares freies r t-PA, mikroskopisch sind uberwiegend Bruchstiicke der 

Mikropanikel zu erkennen und nur noch sehr wenige intakte. Die mit dem erhohten 
Schalldnick behandelte Partikelsuspension weist fibrinolytische Eigenschaften auf. 

25 Beispiel 5r Mitomycin-haltige Mikropanikel aus Polymilchsaure 

2 g Polymilchsaure (MG ca. 20 000) werden in 100 ml CH 2 C1 2 gelSst. 20 mg 
Mitomycin werden in 15 ml 0,9 %iger wissriger KochsalzlSsung gelfist und unter 
RQhren mit einem schnellaufenden RQhrwerk zu der organischen Phase gegeben. Nach 

30 vollstlndiger Emulgierung werden 200 ml einer 1 % igen L5sung von Polyvinylalkohol 
(MG ca. 15 000) in Wasser unter weiterem RQhren zugegeben. Die Emulsion wird 4 h 
bei Raumtemperatur gerQhn. Die entstandenen Partikel werden durch einen 5 /im- 
Filter filtriert, durch Zentrifugation separiert, in 50 ml einer 5 %igen Ldsung von 
Polyvinylpyrrolidon (MG ca. 10 000) in Wasser icsuspendiert, bei -50 °C eingefroren 

35 und anschliefiend gefriergetrocknet. Nach Resuspendienmg werden die gashaltigen 
Mikropartikei durch Zentrifugation (bei 1000 Upm, 30 min) abgetrennt. Die 
gashaltigen Mikropartikei werden in 20 ml Wasser f&r Injektionszwecke ' 
aufgenommen. Sie weisen eine Dichte kleiner als 0,7 g/cm 3 auf. Sie eignen sich auch 
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als Kontrastmfttel fur Ultraschall und setzen bei Bescfaallung mil diagnostischem 
Ultraschall Mitomycin frei. 

Bcispi:! 6; Vincristinsulfat-haltige Mikropartikei aus Poly-e-caprolacton 

5 

2 g Poly-e-caprolacton (MG ca. 40 000) werden in 50 ml CH 2 C1 2 geldst 10 mg 
Vincristinsulfac werden in 15 ml einer 5 %igen wSssrigen Losung von Galactose geldst 
und unter Rflhren mit einem schneilaufenden RQhrwerk zu der organischen Phase 
gegeben. Nach voilstandiger Emulgierung werden 200 ml einer 5 %igen L6sung von 

10 Humanalbumin in Wasser unter weiterem Ruhren zugegeben. Die Emulsion wird 4 h 
bei Raumtemperatur geruhrt. Die entstandenen Partikel werden durch einen 5 /un- 
Filter filtriert, durch Zentrifugation separiert, in 50 ml einer 5 %igen LSsung von 
Humanalbumin in Wasser resuspendiert, bei -50 °C eingefiroren und anschlieBend 
gefriergetrocknet. Nach Resuspendierung werden die gashaltigen Mikropartikei durch 

15 Zentrifugation (bei 1000 Upm, 30 mm) abgetrennt. Die gashaltigen Mikropartikei 
weisen eine Dichte kleiner als 0,7 g/cm 3 auf. Sie eignen sich als Kontrastmittel fQr 
Ultraschall und setzen bei Beschallung mit diagnostischem Ultraschall Vincristinsulfat 
frei. 

20 

Beisiel 7: Uomedin-haltige Mikropartikei aus Polycyanacrylsaurebutylester 

3 g Polycyanacrylsaurebutylester werden in 50 ml CH 2 C1 2 geldst. 1 mg Ilomedin wird 
in 15 ml einer 5 %igen wissrigen L6sung von Galactose geldst und unter Rflhren mit 

25 einem schneilaufenden Rflhrwerk zu der organischen Phase gegeben. Nach 
vollstandiger Emulgierung werden 200 ml einer 2,5 %igen Losung von 
Polyvinylalkohol (MG 15 000) in Wasser unter weiterem RQhren zugegeben. Die 
Emulsion wird 4 h bei Raumtemperatur gerthrt. Die entstandenen Partikel werden 
durch einen 5 /mi-Filter filtrien, durch Zentrifugation separiert, in 50 ml einer 

30 10 %igen Ldsung von Lactose in Wasser resuspendiert, bei -50 °C eingefro r en und 
anschlieBend gefriergetrocknet. Nach Resuspendierung werden die gashaltigen 
Mikropartikei durch Zentrifugation (bei 1000 Upm, 30 min) abgetrennt. Die 
gashaltigen Mikropartikei weisen eine Dichte kleiner als 0,7 g/cm 3 auf. Sie eignen sich 
als Kontrastmittel fQr Ultraschall und setzen bei 3eschallung mit diagnostischem 

35 Ultraschall Ilomedin frei. 
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Bcispid 8; Methylenblau-haltige Mikropanikel aus Poly(D,L-Milchsaure- 
* Glykolsaure) 



4 g Poly (DX-Milchsaure-GIykoisaure) (50:50) (Resomer RG 503, Boehringer Ingel- 
5 heim) werden in 50 ml CH 2 C1 2 gelSst. 20 mg Methylenblau werden in 4 ml einer 
4 %igen wlssrigen GelatinelSsung, die zuvor autoklaviert wurde, geldst und unter 
Ruhren mit einem schnellaufenden Ruhrwerk zu der organischen Phase gegeben. Nach 
voilstandiger Emulgierung werden 200 ml einer 4 fcigen autoklavierten 
GelatinelSsung unter weiterem RQhren zugegeben. Die Emulsion wird 8 h bei 
10 Raumtemperatur geriihn. Die enotandenen Partikel werden durch einea 5 /xm-Filter 
filtriert, durch Zentrifiigaaon separiert, in 50 ml 4 %iger autoklavierter 
GelatinelSsung resuspendiert, bei -78 °C eingefroren und gefriergetrocknet. Nach 
Resuspendierung werden die gashaltigen Mikropanikel durch Zentrifugation (bei 1000 
Upm, 30 min) abgetrennt. Die gashaltigen Mikropartikel werden in 20 ml Wasser fflr 
15 Injektionszwecke aufgenommen. Sie weisen eine Dichte kleiner als 0,7 g/cm 3 auf und 
setzen bei Beschallung mit Uliraschall (Schalldnick >50dB, Frequenz 2,5MHz) 
Methylenblau freL 

20 Beispiel 9r Nukleinsaurebaltige Mikropartikel (Markergen (J-Gal + 
Albuminpromotor) aus Poly(D,L-Milchsaure-Glykols2ure) 

0,4 g Polyvinylpyrrolidon (k < 18) und 2 g eines Copolymeren aus MilchsSure und 
Glykolsaure 50:50 werden in 50 ml CH 2 Cl 2 geldst. Unter RQhren werden 5 ml einer 

25 Ldsung von 300 /xg Markergen p-Gal mit Albuminpromotor in 0,9 %iger 

KochsalzlSsung zugegeben. Die entstandene Emulsion wird unter RQhren in 200 ml 
einer 2 %igen autoklavierten (121 °C, 20 min) Gelatinelosung flberfQhrt Nach 3 h 
wird die entstandene Suspension in Portionen i 5 ml abgefQIlt, bei -55 °C eingefroren 
und anschliefiend 70 h gefriergetrocknet. Die Vials werden nach Gefriertrocknung mit 

30 je 5 ml Wasser resuspendiert und 3 h stehen gelassen. Die flotierten Partikel werden 
abgenommen in je 2 ml Wasser, das 10 % PV? enth&lt, resuspendiert und nach 
• Einfrieren bei -55 °C erneut 90 h gefriergetrocknet. 
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BgispisI 10; In-vitro-Freisetzung von Nukleinsaure (Markergen p-Gal + 
Albuminpromotor) aus Mikropartikeln 

1 Vial einer nukleinsaurehaltigen Mikropartikelpraparation, hergestellt nach 
5 . Beispiel 9, wird mit 2 ml Wasser resuspendien. 1 ml der Suspension wird mit 

Ultraschall behandelt (Probe 1), 1 ml wird nicht mit Ultraschall behandelt (Probe 2). 
Beide Proben werden zentrifugien, die partikelannen Phasen enmommen, durch einen 
0,2 ftm Fflter filtriert. Die Filtrate werden mittels Gelelektrophorese auf ihren Gehalt 
an Markergen P-Gal untersucht Das Filtrat aus Probe 1 enthalt ca. 100 % mehr P-Gal 
10 als das Filtrat aus Probe 2. 



Beispiel llr Ia-vivo-Freisetzung von Nukleinsaure (Markergen p-Gal + 
Albuminpromotor) aus Mikropartikeln 

15 

2 Vials einer nukleinsaurehaltigen Mikropartikelpraparation, hergestellt nach Beispiel 
9 werden mit je 2 ml Wasser resuspendien. Das gesamte Resuspendat wird der 
narkotisierten Ratte langsam i. v. (ca. 0,5 ml/min) appliziert Wihrend der 
Applikadon erfoigt eine Beschallung (7,5 MHz) der Leber, welche bis zu 20 min nach 

20 InjektionsabschluB fortgefuhn wird. 48 Stuifiien nach der Partikelgabe wird die Leber 
enmommen und bei -40 °C in Isopentan scbockgefroren. Der enzymhistochemische 
Nachweis der neutralen P-Galaktosidase erfoigt an 8 - 10 pan dicken Gefrierschnitten. 
Die Gegenfarbung wird mit Kernechtrot durchgeffihrt. Im Lebergefrierschnitt stellte 
sich die neutrale P-Galaktosidase - als Ergebnis der Genexpression - diffus verteilt als 

25 dunkelblaue Signale dar. 
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Fatentanspriicfae 

1 . Wirkstoffhaltige Mikropartikel, dadurch gekennzeichnet, dafl die Partikel neben 
dem Wirkstoff auch eine gasfonnige Phase enthalten. 

5 

2. Wirkstoffhaltige Mikropartikel inch Anspruch l t dadurch gekennzeichnet, daB die 
Dichte der Partikel kleiner als 0,8 g/cm 3 ist. 

3. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspmch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
10 dafl die PartikelgrSBe 0 f 1 - 10 pm ist. 

4. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspmch 1-3, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Partikelhulle aus mindestens einem biclogisch abbaubaren Polymeren 
aufgebaut ist. 

15 

5. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspmch 1-4, dadurch gekennzeichnet, dafi 
als bioiogisch abbaubares Polymer Proteine, Gelatine, Fibrinogen, Collagen sowie 
deren Derivate, quervenetzte Polypeptide, Umsetzungsprodukte von Proteinen mit 
Polyethylengiykol, Starke oder Starkederivate, Chitin, Chitosan, Pektin, 

20 Polymilchsaure, Copolymere aus Milchsture und Glykolsiure, Polycyanoacrylate, 
Polyester, Polyamide, Polycarbonate, Polyphosphazene, Polyaminosauren, Poly-e- 
caprolacton sowie Copolymere aus Milchsaure und e-Caprolacton oder deren 
Gemische verwendet wird. 

25 6. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspmch 1-5, dadurch gekennzeichnet, dafl 
als Wirkstoff Arzneistoffe, Toxine, Viren, Virusbestandteile, Bestandteile von 
bakteriologischen Zellwanden, tosliche Botffnstoffe, Farbstoffe, Komplement 
Komponenten, Adjuvantien, trombolytische Agentien, Tuxnornekrose Faktoren, 
Nukleinsfluren, Peptide, Proteine, Glykoproteine, Hormone, Zytokine und/oder 

30 Prostaglandin enthalten ist. 

7. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspmch 1 - 6, dadurch gekennzeichnet, dafi 
als Wirkstoff Zellen und/oder deren Etrandteile enthalten sind. 

32 8. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspmch 1-7, dadurch gekennzeichnet, dafl 
als gasfSrmige Phase Luft, Stickstoff, Sauerstoff, Kohlendioxid, Edelgase, . 
Ammoniak, halogenierte oder teilhalogenierte Kohlenwasserstoffe, SF$ und/oder 
Wasserdampf oder niedrigsiedende Flfissigkeiten (Sdp. < 37 °Q enthalten sind. 
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9. Mikropartikulare Systeme bestehend aus einem phannazeutisch vertraglichen 
Suspensionsmedium und Mikropartikeln nach Anspruch 1-8. 

5 10. Mikropartikulare Systeme nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
darin enthaltenden Panikel durch Einstrahhing von diagnostischem Ultraschall 
unter Freisetzung des eingeschlossenen Wirkstoffe zerstfirt werden k6nnen. 

11. Verfahren zur gezielten in vivo Wirkstofffreisetzung aus mikropartikuliren Syste- 
10 men nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, dafi die darin enthaltenden 

Partikel nach der Applikation mit diag^-ostischem Ultraschall bestrahlt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafi die Frequenz des 
diagnostischen Ultraschalls 1 - 6 bevorzugt 1,5-5 MHz betrigt. 

15 

13. Verfahren zur Erhdhung des Transfers von Wirkstoffen in die 7'>l7fllfn T dadurch 
gekennzeichnet, dafi der Wirkstoff aus einem mikropaztikularen Systemen mittels 
Ultraschall freigesetzt wird. 

20 14. Verfahren zur Herstellung von wirkstoffhaltigen Mikropartikeln nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafi gash a 1 tigs Mikropartikei mit einer Lflsung des Wirk- 
stofft in einem uberkritischen Gas, bevorzugt in iiberkritischem Kohlendioxid, 
uberkritischem Stickstoff, ilberkritischem Ammoniak sowie flberkritischen Edelga- 
sen, in einem Autoklaven behandelt, anschliefiend gewtaschtenfalls gewaschen 

25 und gefriergetrocknet werden. 

15. Verfahren zur Herstellung von wirkstoffhaltigen Mikroparakeln nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafi das Hflllmaterial in einem geeigneten organischen 
Ldsungsmittel, das nicht in Wasser Iflslich ist, in einer Konzencration von 0,01 - 

30 20 % (m/V) geldst wird und in diese Lfisung eine wifirige LOsung des zu verkap- 
selnden Wirkstoffe so emulgiert wird, dafi eine Wasser in Ol Emulsion mit einer 
mittleren Teilchengrdfle der iimeren Phase von ca. 0, 1 bis 10 /un enisteht, wobei 
beide Ldsungen gegebenenfalls zusatzlich Hilftstoffe wie Emulgatoren enthalten 
kdnnen und man anschliefiend diese Emulsion unter Rflhren in das minrf^fn ^ 

35 gleiche Volumen einer wifihgen Lfisung eines Emulgators oder Quasiemulgators 
gibt, das organische Lfisungsmmel unter Rilhren durch geeignete Verfahren 
(solvent evaporation) wieder entfenxt, die so erhaltenen wassergeftUlten 
Mikropartikei foils gewQnscht zunSchst wascht und anschliefiend, falls gewQnscht 
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unter Zugabe von gerustbildenden Hilfiststoffen gefrier- bzw. spriihtrocknet nnd 
falls gewOnscht in eincm geeigneten Suspensionsmcdium redispergiert und die 
Mikropartikel mit einer Dichte kleincr als 0,8 g/cm 3 durch Flotation oder 
Zentrifugation abtrennt und falls erforderiich, gewunschtenfalls unter erneutem 
5 Zusatz von Gerilstbildnern, crncur gefricrtrocicneL 



16. Verfahren zur Herstellung von mikrodispersen Systemen, dadurch 
gekennzeichnet, dafi Mikropartikel nach Anspruch 1 in einem phaimazeunsch 
veftriglichen Suspensionsmedium suspendien werden. 

10 

17. Ein Kit bestehcnd aus einem ersten Behalter cahaltend die wirkstoff- und gashalti- 
gen Mikropartikel nach Anspnich 1 und einem zweiten Behalter enthaltend eine 
phannazentisch veraagliche Trigerflussigkeit, die nach Mischen mit dem Inhalt 
des ersten Behilters eine fliefifahige injizierbare Suspension ergibt, wobei 

15 a) das Volumen des ersten BehSlters so gewahlt ist, daB muxr?]^ m ^ 

Partikeln auch die TrSgerflussigkeit vollstandig Platz darin findet und b) beide 
Behalter jeweils eine Dosiseinheitsmenge an wirkstoffhaltigen Mikropartikeln 
bzw. Tragerflilssigkeit enthalten. 



Patent claims 



1 . Micro particles of active substance characterized by that the particles, in addition to the active 
substance, also have a gaseous phase. 

2. Micro particles of active substance after claim 1 ; characterized by that the density of the 
particles is less than 0.8 g/cm? 

3. Micro particles of active substance after claim 1 and 2; characterized by the particle size of 
0.1-10 pg. 

4. Micro particles of active substance after claims 1-3; characterized by that the shell (or 
covering) of particle is composed of at least one biologically degradabie polymer. 

5. Micro particles of active substance after claims 1-4, characterized by that as biologically 
degradabie polymer the following are being used: proteins, gelatins, fibrin, collages (?) as well 
as their derivatives, cross-linked (cross-integrated) polypeptides, conversion 
(transfomiationAeaction) products of proteins with polyethyteneglycofe (7), acids or acid 
derivatives, chitin, chrtosan, pectin, polylactic acid, copolymer from lactic acid and glycolic 
acid, polycyanoacrylate, polyester, polyamide, polycarbonate, polyphosphazene, polyamino 
acids, poly^e-caprolacton as well as copolymer from lactic acid and e-caprolacton or their 
mixtures (compositions). 

6. Micro particles of active substance after claims 1-5, which are characterized by including as 
active substances medicinal (pharmaceutical) substances, toxins, viruses, virus components, 
components of bacteriological cell walls, soluble messenger substances (?), (color-) dyes, 
complement components, adjuvants, trombotytic agents (7), tumomecrosic factors, nucleic 
adds, peptides, proteins, glycoproteins, hormones, zytocine (cytocine ?) and/or 
prostaglandin. 

7. Micro particles of active substance after claims 1 -6, which are characterized by having as an 
active substance cells and/or their components. 

8. Micro particles of active substance after claims 1-7, which are characterized by inclusion of 
gaseous phase as air, nitrogen, oxygen, carbon dioxide, inert (rare) gases, ammonia, halide 
(halogen) or partially halide hydrocarbons, SF 6 and/or water vapor (steam) or low-boiling 



liquids (boiling point < 37 degrees C). 



9. Microparticulate systems which are composed of a pharmaceutical^ compatible dispersing 
agent (suspension medium) and micro particles after claims 1-8. 

1 0. Microparticulate systems after claim 9, which are characterized by that their included 
particles can be destroyed by absorbed radiation of diagnostic ultrasound upon release of the 
included substance. 

1 1 . Process of the precisely aimed in vivo substance release out of microparticulate systems 
after claim 9, characterized by their inclusive particles being irradiated (illuminated) with 
diagnostic ultrasound after the application. 

1 2. Process after claim 1 1 ; characterized by the frequency of the diagnostic ultrasound being 
1-6, preferably1.5-5MHz. 

1 3. Process to elevate the transfer of substances into the target cells; characterized by that the 
substance is being released via ultrasound from a microparticulate system. 

1 4. Process to produce active substance micro particles after claim 1 ; characterized by gaseous 
micro particles being treated in a autoclave-with a solution of the substance in a hypercritical 
gas (preferably in hypercritical carbon dioxide, hypercritical nitrogen, hypercritical ammonia, 
as well as hypercritical rare gases), optional to be washed & freeze-dried afterward. 

1 5. Process to the production of micro particles containing active substances after claim 1 ; 
characterized by that the shell (outer) material is being dissolved in an appropriate solvent of 
a concentration of 0.01-20% (m/V). The solvent ought not be water-soluble! Into this 
solvent, a watery solvent of the substance which is to be encapsulated in such a manner that 
a water in oil emulsion of a medium-size particle size (ca. 0.1-10 m9) of the inner phase will 
occur - in which process both solvents possbfy could contain, in addition, auxiliary material 
such as emulators. In this case, one could then, while stirring, add this emulsion into at 
least the same volume of a watery solution of an emukjator or quasi-emukjator/emulator (?), 
which again will remove the organic solvent, under stirring, in the appropriate process 
(solvent evaporation). The water-filled micro particles produced in such a way, may - if one 
chooses to- first be washed and then -if one chooses to- freeze-dried or spray-dried by 
adding structure-building solvents. If one chooses to, the micro panicles then may be re- 



dispersed into an appropriate dispersing agent and those micro particles whose density is 
less than 0.8 g/cm may be separated by flotation or centrifugation and, if necessary, one may 
then, again, freeze-dry them by adding structure-builders. 

16. Process to produce micro disperse systems; characterized by that the micro particles after 
claim 1 are being suspended in a pharmaceutical^ compatible dispersing agent. 

17. A Kit that consists of one container (receptacle) which contains the active substance- 
micro particles and gaseous micro particles after claim 1 , as well as another container which 
contains a pharmaceutical^ compatible carrier liquid, which after mixing with the content of 
the first container results in a fluid, injectable suspension, in which a) the volume of the first 
container is chosen so that , in addition to the particles, the carrier liquid also has sufficient 
room within it and b) both containers contain each a uniform dose amount of active 
substance- micro particles, or carrier liquid. 



